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RESUMO

Tendo em vista o restrito arsenal terapéutico para o tratamento da doenca de Chagas e o potencial das moléculas
a serem estudadas e exploradas, esse trabalho descreve a avaliacdo tripanocida in vitro sobre as formas
amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi de cultivo celular, atividade citotoxica frente a linhagem L929 e a
atividade hemolitica das amidas naturais e de seus respectivos analogos sintéticos. Os compostos 18a (ICso
14.33uM) e 18b (ICsp 16.54 uM) foram considerados ativos para a atividade tripanocida, com destaque para o
analogo 1m (ICsp <5.62 uM). De acordo com os resultados de citotoxicidade com células L929, os compostos
ndo foram considerados téxicos; o composto 1m mostrou valor de indice de seletividade acima de 50, sendo
recomendado para 0 ensaio in vivo. Os compostos ndo foram considerados hemoliticos na maior concentragdo
(200 pM). Assim, todos os compostos sdo de interesse para futuras investigacoes.

Palavras-chave: Hemdlise; protozoario; amidas; analogos.

ABSTRACT

In the view of the scarce therapeutical arsenal for the treatment of Chagas’ disease and the potential of the
molecules to be studied and explored, this work describes the in vitro trypanocidal activity against amastigote
and trypomastigote forms of T. cruzi, as well as the cytotoxic activity (against the L929 cell line) and hemolytic
activity of natural and semisynthetic amides. Compounds 18a (ICso of 14.33uM) and 18b (ICsp of 16.54 uM)
were considered active against T. cruzi, with compound 1m showing remarkable activity (ICso <5.62 uM). The
cytotoxicity experiments showed that the compounds were not toxic to L929 cells. Compound 1m had a
selectivity index (SI) > 50, being recommended for further in vivo investigations. The compounds were not
hemolytic at the highest concentration tested (200 uM). Thus, all evaluated compounds are of interest for future
investigations.

Keywords: Hemolysis; protozoon; amides; analogs.

1. INTRODUCAO

As amidas sdo metabdlitos secundarios que pertencem a classe dos alcaloides, um

grupo de biomoléculas relativamente grande presente na natureza [1]. As amidas naturais e
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sintéticas sdo descritas na literatura com uma vasta gama de perfis farmacoldgicos, tais como
atividades antimicrobianas, antifingicas, antitumorais, citotoxicas, antiparasitarias,
antioxidantes, antimutagénicas, antigenotoxicas e alucinogenas [2-6]

A piplartina e piperina sdo substancias de grande importancia bioldgica e que
pertencem a classe das amidas. A piplartina foi isolada em 1962 dos caules da espécie Piper
longum (Piperaceae) [7]; sua sintese foi descrita pela primeira vez por Boll, Hansen,
Simonsen e Thorup [8]. A piperina foi isolada pela primeira vez em 1819 por Hans Christian
Orsted, nos frutos da espécie Piper nigrum (Piperaceae) [9]. Segundo Dewick [1] os
alcaloides, mesmo em pequenas quantidades, sdo substancias naturalmente toxicas. Sendo
assim, a verificacdo da atividade citotdxica e hemolitica das substancias faz-se necessario,
tendo em vista que algumas podem induzir hemolise devido a sua capacidade oxidante [10].

A doenca de Chagas (Tripanossomiase Americana) ¢ uma infeccdo causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, faz parte de um grupo de doencas negligenciadas que afeta
milhdes de pessoas por ano na Ameérica Latina. A transmissdo da doenca pode ocorrer por via
vetorial, transfusional, vertical, oral e acidental [11].

No estado de Rondbnia, localizado na Amazodnia Legal, regido Norte do Brasil,
segundo o relatério anual (2018) de gestdo da Agéncia Estadual de Seguranca em Salde-
AGEVISA, foram investigados no periodo de 2011 a 2017, um total de 224 casos suspeitos de
Doenca de Chagas. No ano de 2017 foram notificados 57 casos da doencga, 36 foram
descartados, 10 confirmados e 11 em fase de investigacdo. Os casos estavam concentrados em
sete municipios: Candeias do Jamari (12 casos), Espigdo do Oeste (67 casos), Itapud do Oeste
(12 casos), Machadinho do Oeste (49 casos), Nova Brasilandia (22 casos), Ouro Preto (17
casos) e Porto Velho (45 casos). Em 2018, o Estado teve o seu primeiro registro de
transmissao vetorial da doenga, o que chamou a atengdo das autoridades de saude local [12].

A doenca deve ser tratada durante a fase aguda. Os Unicos medicamentos disponiveis
foram desenvolvidos ha mais de quatro décadas, o Nifurtimox (3-metil-4-(5'-
nitrofurfurilideneamina) tetra- hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diido, Bayer 2502) e o Benznidazol
(Bz) (N-benzil-2- nitroimidazole acetamida, RO7-1051), com fortes efeitos colaterais, seus
usos ndo sdo indicados para pacientes gravidas, pessoas com infeccOes sistémicas,
insuficiéncia cardiaca, respiratoria, renal ou hepatica, hemopatias e neoplasias associadas a
Chagas e idosos debilitados [13-14]. No Brasil o Benznidazol ¢ o farmaco de escolha
disponivel. O Nifurtimox pode ser utilizado como alternativa em casos de intoleréncia ou que

néo respondam ao tratamento com Benznidazol [11; 14].
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A avaliacdo da atividade hemolitica é muito importante na investigacdo da agdo de
substancias naturais e/ou sintéticos sobre o sangue humano para triagem de diferentes agentes
toxicos. Os ensaios de atividade hemolitica podem ser considerados como indicadores de
toxicidade geral e bioatividade [16].

A hemolise pode ser desencadeada por algumas substancias com propriedades
oxidativas. Segundo Brodie e Udenfriend [15], alguns metabolitos provocam a oxidagdo da
hemoglobina e a lise dos eritrocitos in vitro. Em sua pesquisa, Cohen [10], reporta que
algumas substancias podem ser convertidas in vivo em derivados auto-oxidaveis. A lise das
hemécias pode provocar a elevagdo da hemoglobina plasmatica induzindo efeitos deletérios
principalmente nos rins e no sistema cardiovascular [10].

Tendo em vista o restrito arsenal terapéutico para o tratamento da doenca de Chagas e
o potencial das moléculas a serem estudadas e exploradas, esse trabalho descreve a avaliagcdo
tripanocida sobre as formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi de cultivo celular, a
atividade citotdxica e hemolitica das amidas naturais e de seus respectivos andlogos sintéticos.

2. MATERIAIS E METODOS

2 .1 Obtencédo dos compostos

As substancias naturais das espécies de Piper (amidas) e seus analogos sintéticos
foram fornecidos pelo professor Dr° Massuo Jorge Kato, isoladas e sintetizadas pelo Dr.
Harold Hilarion Fokoue do Laboratério de Quimica do Instituto de Quimica da USP. As
mesmas foram conservadas em temperatura ambiente e protegidas da luz. Os ensaios in vitro
frente a espécie T. cruzi e citdtoxicos (L929), foram realizados no Instituto René Rachou /
IRR - Fundacdo Oswaldo Cruz — Minas Gerais (FIOCRUZ-MG). Os ensaios hemoliticos
foram conduzidos na Plataforma de Bioensaios de Malaria e Leishmaniose (PBML)/Fiocruz

Rondonia.

2.2 Atividade Hemolitica

Neste ensaio, as substancias foram ajustadas a uma concentracdo inicial de 2000 a
15.6 uM (20 pL). Apos a diluicdo, 180 pL de hemécias a 1% foram distribuidos na placa de
96 pogos em fundo “U”. Dessa forma, as substancias foram diluidas 10x (200 -1.56 uM). Foi
utilizado como controle positivo de hemolise uma solucdo de saponina (0.05%) e como
controle negativo, hemacias sem tratamento. A placa foi incubada por 30 minutos, com
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agitacdo a cada 5 minutos. Apoés este periodo foi realizada a centrifugacéo da placa por 10
minutos a 1.500 rpm, em seguida, transferiu-se 100 uL do sobrenadante para uma placa de
fundo chato. A leitura da absorbancia (540 nm) foi realizada no espectrofotdmetro (Biochrom,
Asys Expert Plus). Para a analise dos resultados foi utilizado o software (Graphpad Prism 6),
considerando o controle positivo (saponina 0.05%) como composto 100% hemolitico, base
para se calcular o percentual hemolitico das outras amostras (controle sem tratamento,
compostos e DMSO 0.04%) [28].

2.3 Teste citotdxico in vitro dos compostos

As substancias foram testadas in vitro para determinacdo da toxicidade celular em
células L-929 ndo infectadas utilizando o corante alamarBlue® [14]. As células foram
expostas as substancias em concentracfes crescentes a partir do valor 1Cso para o T. cruzi.
Apo6s 96h de incubagdo com as substancias, o alamarBlue® foi adicionado e a absorbancia foi
medida a 570 e 600 nm apds 4-6 horas. A viabilidade celular foi expressa como a
porcentagem de diferenca na reducdo entre células tratadas e ndo tratadas. Os valores de 1Cso
foram calculados por interpolacdo linear e o indice de seletividade (IS) foi determinado com
base na razédo entre o valor de ICso na célula hospedeira dividido pelo valor I1Cso do parasita.
As quadruplicatas foram executadas na mesma placa e os experimentos foram repetidos pelo

menos duas vezes.

2.4 Ensaio in vitro com formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares de Trypanosoma
cruzi

Ensaios in vitro com formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foram realizados
conforme protocolos estabelecidos por Buckner e colaboradores e modificados por Romanha
e colaboradores [14]. Os parasitos Trypanosoma cruzi (cepa de Tulahuen) expressando o gene
da B-galactosidase de Escherichia coli foram cultivados em uma monocamada de fibroblastos
L929 de camundongo. As culturas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (pH 7.2-7.4)
vermelho de fenol, mais 10% de soro fetal de bovino e glutamina (2 mM). L929 fibroblastos
foram semeados em uma microplaca de cultura de tecidos de 96 po¢os em uma concentragdo
de 4.0 x 10° por poco em um volume de 80 pL e incubados durante a noite. Os
tripomastigotas que expressam a [j-galactosidase foram entdo adicionados em uma
concentracio de 4.0 x 10* por pogo em um volume de 20 pL. Ap6s 2 h, o meio contendo

tripomastigotas que nao penetravam nas células foi descartado e substituido por 200 uL de
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meio fresco. Apds 48 h, o meio foi novamente descartado e substituido por 180 uL de meio
fresco e com as substéncias de teste em diferentes concentragdes (80 a 1.25 pg/mL). Apds 7
dias de incubacéo, foram adicionados os reagentes Chlorophenol red-p-D-galactopyranoside
(CPRG) (concentracdo final de 100 uM) e Nonidet P-40 (concentragdo final de 0.1%) nas
placas, seguido de incubacgédo overnight a 37° C. A absorbancia foi medida a 570 nm em um
leitor de microplacas automatizado. Utilizou-se Benznidazol no seu ICso (1 pg/mL = 3.81
M) como controle positivo. Os resultados foram expressos como a porcentagem de inibicao
do crescimento para 50% dos parasitos (ICso). As quadruplicatas foram executadas na mesma

placa e os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Devido a auséncia de informacgdes sobre a atividade tripanocida e hemolitica dos
analogos sintéticos das amidas aqui apresentadas, as relaces entre as estruturas quimicas e as
atividades destes derivados foram investigadas, visto que essas informacdes podem contribuir
no processo de descoberta de novos protétipos.

Para avaliacdo da atividade tripanocida, formas tripomastigotas e amastigotas
intracelulares, foram testadas com os compostos 1b, 1g, 1k, 1m, 14f, andlogos sintéticos da
amida natural la (piplartina) e o composto 18b analogo sintético da amida natural 18a
(piperina) nas concentracbes de 80 a 2.5 pg/mL, frente as formas amastigotas e

tripomastigotas (Tabela I).

Tabela I. ICsq das substancias frente ao T. cruzi e da célula L929 frente as substancias.

Substancias ICso0 sobre o ICs0 sobre células? (15)2
parasita’
(ng/mL) | (M) | (no/mL) (M)
la >80 >260 >80 >260 - -
1b > 80 >260 > 80 > 260 - -
19 > 80 >260 > 80 > 260 - -
1k > 80 >260 > 80 - - -
1m <25 <5.62 > 160 >359.33 | >64 | >63.93
14f NR NR NR NR NR NR
18a 4.1+1.6 14.33 61.7+8.0 21563 |15.05| 15.05
18b 48+34 | 1654 | 729%£3.0 251.23 15.2 15.2
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Benznidazol | 1 ug/mL (3.81 uM) | 625 pg/mL (2.381 uM) 625

As células L929 foram incubadas com diferentes concentragdes (25-100 ug/mL). A porcentagem de
citotoxicidade foi determinada usando o corante alamarBlue®; * Concentragdo do composto que reduz
em 50% o crescimento parasitario, formas amastigotas e tripomastigotas; 2 Concentragédo do
composto que induz 50% de morte celular (L929); 3IS — indice de Seletividade - 1Csp do composto
sobre as células dividido pelo ICso do composto sobre o parasita; Os valores de ICso foram calculados
através de interpolacdo linear. NR — N&o realizado, apresentou problema com a solubilidade.

Os compostos 1m, 18a e 18b foram considerados ativos. A substancia 14f apresentou
precipitados nas concentragdes, impossibilitando a leitura do teste. A modificacdo realizada
no composto 1b se deu somente na retirada das insaturacdes na parte alifatica e da porcdo da
dihidropiperidinona. As modificacdes realizadas nas estruturas 1g, 1k e 1m ocorreram no anel
dihidropiperidinona. No composto 14f as modificagdes ocorreram nas porgdes
dihidropiperidinona e trimetoxibenzeno. Os compostos 1g (adi¢cdo de um grupo piperidinila)
e 1k (adicdo de uma cadeia aciclica insaturada) foram inativos (ICso > 80 pug/mL) contra as
formas amastigotas e tripomastigotas da espécie T. cruzi.

Pdde-se perceber que a adicdo de um grupo volumoso e a manutencdo do radical
trimetoxibenzeno proporcionou ao analogo 1m (ICsgp < 2.5 pg/mL) a melhor atividade
tripanocida em relacdo aos demais andlogos e da propria amida natural 1a (ICso > 80 pg/mL).
Em relacdo ao anadlogo 18b da piperina (18a), a retirada das insaturacGes na cadeia alifatica
reduziu a atividade (18b ICso < 4.8 pg/mL), o que pode justificar a importancia das
insaturacdes para a atividade tripanocida da molécula.

Cotiguiba e colaboradores [17] realizaram experimentos com a piplartina, piperina e
alguns analogos sintéticos frente as formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi. Os autores
observaram que semelhantemente a piplartina, a reducdo ou retirada das ligagcdes duplas da
piperina causava uma diminuicao significativa na toxicidade, indicando-as como essenciais na
atividade tripanocida. O trabalho dos autores também sugere que as ligagdes conjugadas com
um grupo carbonila sdo importantes para atividade tripanocida.

Vieira e colaboradores [18], avaliaram o efeito da piplartina frente o proteoma de
epimastigotas de T. cruzi usando 2D-DIGE, os resultados do estudo sugeriram que a atividade
piplartina em tripanossomos promoveu desequilibrio de algumas enzimas importantes
relacionadas ao metabolismo redox nesses parasitas. Os dados encontrados para as amidas
naturais sdo variados e diferentes dos nossos, e podem ser explicados pela diferente

susceptibilidade de varias cepas e formas do parasito.
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O ensaio de citotoxicidade frente as células fibroblasticas de camundongo L929, ndo
demonstrou significante toxicidade ap6s 96h de incubacdo nas diferentes concentracbes
(Tabela I).

A toxicidade das amidas naturais (piplartina e piperina) frentes a algumas linhagens
celulares é bem referenciada em varios trabalhos. Sunilla e Kuttan [19], relatam em seu
trabalho que a piperina produz citotoxicidade em relacéo as células L929 em cultura, a uma
concentracdo de 100 e 50 pg/mL. Estudos realizados por Chang-Yih e colaboradores [20]
sugerem que esta maior citotoxicidade da piplartina deve-se a presenca de duas carbonilas
a,B-insaturadas. Os nossos dados corroboram com esta hip6tese, uma vez que os analogos 1b,
1g, 1k, 1m e 14f ndo foram citotdxicos. A piperina e seu andlogo 18b foram fracamente
citotoxicos.

A substdncia 1m apresentou a melhor atividade tripanocida e ndo apresentou
citoxicidade na maior concentracdo testada para a célula, apresentando um bom indice de
seletividade (63.93). De acordo com Romanha e colaboradores [14] somente 0s compostos
com Indice de Seletividade maior ou igual a 50 sdo considerados ativos e recomendados para
ensaios in vivo.

Nos analogos 1b, 1g, 1k, 14f e 18b percebemos que as alteragcdes estruturais
contribuiram com a melhora na toxicidade frente as células L929, porém, para alguns
analogos essas alteracdes demonstram a diminui¢do da atividade tripanocida. As modificaces
estruturais feitas em grupos funcionais sdo responsaveis pelas atividades biologicas [21].
Segundo Campelo e colaboradores [22] essas alteracdes nas estruturas moleculares podem
provocar em alguns casos, diminuigédo da toxicidade com uma perda associada da atividade
bioldgica investigada.

Os ensaios hemoliticos foram realizados com eritrécitos humanos. Nos graficos 1 e 2
sdo apresentados os resultados do teste hemolitico dos compostos 1a, 1b, 1g, 1k, 1m, 14f, 18a
e 18b na concentracdo maxima de 200 pM. S&o representadas tambeém as médias das
triplicatas e os desvios-padrdo (+) de um dos trés experimentos realizados de forma
independente. Observa-se que os valores de absorbancia dos compostos foram muito
proximos ao valor do controle de hemécias mantidas em meio RPMI (CN) nos dois gréficos, ndo
apresentando diferenga estatistica. Portanto, os compostos ndo foram hemoliticos na maior

concentracdo testada (200 uM).
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Grafico 1. Avaliagdo da taxa hemolitica dos compostos la, 1b, 1g e 1k (200 uM). As colunas
marcadas com asterisco (*) representam a diferenca estatistica significante (* =p < 0.05 e ** =p <
0.01) em relacéo ao grupo controle positivo (CN) pelo teste ANOVA (p < 0,05), pos-Teste de Tukey.
A barra cinza (CP) representa os eritrocitos tratados com tampdo contendo saponina (0.05%) e a barra
preta (CN) representa o controle de hemécias mantidas em meio RPMI e ndo tratados. A média e
desvio-padrdo foram analisados entre diferentes pontos de cada coluna.
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Grafico 2. Avaliacdo da taxa hemolitica dos compostos 1m, 14f, 18a e 18b (200 uM). As colunas
marcadas com asterisco (*) representam a diferenca estatistica significante (* = p <0.05 e ** =p <
0.01) em relacéo ao grupo controle positivo (CN) pelo teste ANOVA (p < 0.05), p6s-Teste de Tukey.
A barra cinza (CP) representa os eritrocitos tratados com tampdo contendo saponina (0.05%) e a barra
preta (CN) representa o controle de hemacias mantidas em meio RPMI e ndo tratados. A média e
desvio-padréo foram analisados entre diferentes pontos de cada coluna.

A atividade hemolitica das amidas piplartina e piperina ja havia sido avaliada em
outros estudos, Bezerra e colaboradores demonstraram que a piplartina também normaliza as

proporcdes de leucocitos e ndo induz hemdlise de eritrocitos em camundongos [23-24].
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Figura 1. Estruturas dos compostos 1a, 1b, 1g, 1k, 1m e 14f.
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Figura 2. Estruturas dos compostos 18a e 18b.

Estudo realizado por Wang e colaboradores [25] sobre a atividade hemolitica das
saponinas estereoidais revelaram que os compostos que possuem dupla ligacdo entre 0s
carbonos indicaram leves alteracGes nesta atividade. Berliner e Schoenheimer [26] em seu
estudo sobre acidos biliares e esterdis associam a acao anti-hemolitica do colesterol e do acido
biliar a presenca da ligacdo dupla. Estudos realizados por Oda e colaboradores [27] mostra
que ceramidas com ligagdes insaturadas na cadeia aciclica gorda estimulam a hemdlise

induzida pela toxina de eritrocitos de ovelha.
3. CONSIDERACOES

A partir deste estudo, pode-se observar que o grupo funcional trimetoxibenzeno e as
insaturacbes sdo importantes para as atividades avaliadas. Foram considerados ativos
(tripanocida in vitro) os compostos 1m, 18a e 18b. O composto 1m é recomendado para
ensaios in vivo. Nenhum dos compostos apresentou atividade hemolitica na maior

concentragdo. Assim, todos os compostos sao de interesse para futuras investigacoes.
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